腫瘍の放射線療法における放射線治療増強剤 by unknown
(57)【要約】
【課題】腫瘍の放射線療法における腫瘍に対する放射線の治療効果を相乗的に増大させる
ことができる放射線治療増強剤を提供すること。
【解決手段】ＮＫ４若しくはＮＫ４と実質的に同質の活性を有するＮＫ４のフラグメント
を含むタンパク質またはその塩、あるいはＮＫ４をコードするＤＮＡまたはＮＫ４と実質
的に同質の活性を有するＮＫ４のフラグメントをコードするＤＮＡを含むＤＮＡを含有す
ることを特徴とする腫瘍の放射線療法における放射線治療増強剤。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＮＫ４若しくはＮＫ４と実質的に同質の活性を有するＮＫ４のフラグメントを含むタン
パク質またはその塩、あるいはＮＫ４をコードするＤＮＡまたはＮＫ４と実質的に同質の
活性を有するＮＫ４のフラグメントをコードするＤＮＡを含むＤＮＡを含有することを特
徴とする腫瘍の放射線療法における放射線治療増強剤。
【請求項２】
　ＮＫ４が下記（ａ）、（ｂ）および（ｃ）のいずれかのタンパク質であることを特徴と
する請求項１に記載の放射線治療増強剤；
（ａ）配列番号１または配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質、
（ｂ）配列番号１または配列番号２で表されるアミノ酸配列において、１もしくは複数の
アミノ酸が欠失、付加または置換されたアミノ酸配列からなるタンパク質であって、かつ
ＮＫ４と実質的に同質の活性を有するタンパク質、
（ｃ）配列番号１または配列番号２で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有す
るアミノ酸配列からなるタンパク質であって、かつＮＫ４と実質的に同質の活性を有する
タンパク質。
【請求項３】
　ＮＫ４をコードするＤＮＡが下記（ａ）および（ｂ）のいずれかのＤＮＡであることを
特徴とする請求項１に記載の放射線治療増強剤；
（ａ）配列番号３または配列番号４で表される塩基配列からなるＤＮＡ、
（ｂ）配列番号３または配列番号４で表される塩基配列と相補的な塩基配列からなるＤＮ
Ａとストリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列からなるＤＮＡであって、
かつＮＫ４と実質的に同質の活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ。
【請求項４】
　ＮＫ４をコードするＤＮＡまたはＮＫ４と実質的に同質の活性を有するＮＫ４のフラグ
メントをコードするＤＮＡを含むＤＮＡが、ベクターまたはリポソームに含有されている
ことを特徴とする請求項１または３に記載の放射線治療増強剤。
【請求項５】
　ベクターが、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）、レトロウイルス、ポッ
クスウイルス、ヘルペスウイルス、単純ヘルペスウイルス、レンチウイルス（ＨＩＶ）、
センダイウイルス、エプスタイン－バーウイルス（ＥＢＶ）、ワクシニアウイルス、ポリ
オウイルス、シンビスウイルスおよびＳＶ４０から選択される少なくとも１種であること
を特徴とする請求項４に記載の放射線治療増強剤。
【請求項６】
　ベクターが、さらにリポソームに含有されていることを特徴とする請求項４または５に
記載の放射線治療増強剤。
【請求項７】
　腫瘍が、肺癌、卵巣癌、膵臓癌、胃癌、胆嚢癌、腎臓癌、前立腺癌、乳癌、食道癌、肝
臓癌、口腔癌、結腸癌、大腸癌、肉腫、骨肉腫、グリオーマおよびメラノーマから選択さ
れる少なくとも１種であることを特徴とする請求項１～６のいずれか１項に記載の放射線
治療増強剤。
【請求項８】
　放射線が、Ｘ線、ガンマ線、電子線、陽子線、ヘリウム線、炭素イオン線、ネオンイオ
ン線、アルゴンイオン線、シリコンイオン線、負パイ中間視線または中性子線であること
を特徴とする請求項１～７のいずれか１項に記載の放射線治療増強剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ＮＫ４もしくはＮＫ４と実質的に同質の活性を有するＮＫ４のフラグメント
を含むタンパク質またはその塩、あるいはＮＫ４をコードするＤＮＡ（デオキシリボ核酸
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）もしくはＮＫ４と実質的に同質の活性を有するＮＫ４のフラグメントをコードするＤＮ
Ａを含むＤＮＡ（以下、ＮＫ４またはそのＤＮＡ等と略記する）等を含有する腫瘍の放射
線療法における放射線治療増強剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　現在、癌の治療は、外科的療法、化学療法、放射線療法または遺伝子療法等を用いるこ
とにより行われている。
【０００３】
　外科的療法により癌の治療を行う場合には、生体内の原発腫瘍を早期に発見できれば癌
を取り除くことは可能であることもあるが、膵臓癌や肺癌のような転移しやすい癌では、
生体内の原発腫瘍の大きさが小さくても、発見されたときにはすでに目に見えないほどの
小さな転移癌を形成していることが多く、これらを外科的療法により取り除くことは困難
である。
【０００４】
　抗癌剤を用いる化学療法により癌の治療を行う場合には、生体内の腫瘍を殺傷または縮
小することが可能であることもあるが、治療後に癌が再発することも多く、また治療後に
生き残った癌の転移が起こることも多い。さらに、抗癌剤を用いる化学療法は、癌細胞だ
けではなく正常細胞をも殺す治療法であり、患者が激しい副作用を伴うと共に、患者の生
活の質や免疫力を低下させることになる。
【０００５】
　また、近年、遺伝子を生体内に導入する技術の進歩に伴い、遺伝子療法という新しい治
療分野が確立されようとしており、すでに癌治療を目的とした遺伝子治療が多数行われて
いる。例えば、癌の遺伝子療法に用いられている遺伝子としてＮＫ４タンパク質をコード
する遺伝子等が挙げられる。ＮＫ４タンパク質をコードする遺伝子を生体内に導入するこ
とにより、生体内において腫瘍の浸潤抑制作用、成長抑制作用、転移抑制作用およびアポ
トーシス誘導作用、ならびに血管新生抑制作用を奏することが知られている（特許文献１
参照）。
【０００６】
　さらに、放射線療法により生体内の癌の治療を行う場合に、癌への放射線の照射と共に
特定の有効成分を投与すれば、放射線による治療効果が増大することが知られている。
【０００７】
　例えば、癌への放射線の照射と共に、
【化１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で表される化合物又はその塩を有効成分として含有する放射線効果増強剤を投与すれば、
腫瘍、特に悪性腫瘍の中でも胃腸管腫瘍、腎臓癌、前立腺癌および悪性リンパ腫からなる
群より選択される少なくとも１種の腫瘍において、放射線による治療効果が相乗的に上昇
することが知られている（特許文献２参照）。
【０００８】
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　また、腫瘍を有する低酸素性細胞への放射線の照射と共に、下記式で示される８－ニト
ロキサンチン誘導体
【化２】
　
　
　
　
　
　
　
（式中、Ｒ １ 及びＲ ２ はそれぞれ独立に水素原子又は置換基を有しても良い炭素数１～６
のアルキル基、アルケニル基若しくはアルキニル基を示し、Ｒ １ 及びＲ ２ の少なくとも一
方は、置換基を有する炭素数１～６のアルキル基、又は置換基を有しても良い炭素数１～
６のアルケニル基若しくはアルキニル基である）、またはそれを有効成分として含有する
医薬を投与すれば、腫瘍への放射線効果が増大することが知られている（特許文献３参照
）。
【０００９】
　さらに、癌への放射線の照射と共に、ＤＮＡ相同組換え修復阻害作用を有する化合物を
有効成分とする放射線増感剤を投与すれば、放射線の治療効果が相乗的に上昇することが
知られている（特許文献４参照）。
【特許文献１】特開２００３－２５０５４９号公報
【特許文献２】特開２００５－７５７４１号公報
【特許文献３】特開２００４－７５５６３号公報
【特許文献４】特開２００４－２６９３６４号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明は、腫瘍の放射線療法において、腫瘍に対する放射線の治療効果が相乗的に増大
し得る放射線治療増強剤を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者らは、上記目的を達成すべく鋭意検討を重ねた結果、腫瘍の放射線療法におい
て、ＮＫ４またはそのＤＮＡ等を含有することを特徴とする放射線治療増強剤を併用する
ことにより、腫瘍に対する放射線の治療効果を相乗的に増大させ得ることを見出した。本
発明者らは、これらの知見に基づいてさらに検討を重ね、本発明を完成させるに至った。
【００１２】
　すなわち、本発明は、
（１）ＮＫ４もしくはＮＫ４と実質的に同質の活性を有するＮＫ４のフラグメントを含む
タンパク質またはその塩、あるいはＮＫ４をコードするＤＮＡまたはＮＫ４と実質的に同
質の活性を有するＮＫ４のフラグメントをコードするＤＮＡを含むＤＮＡを含有すること
を特徴とする腫瘍の放射線療法における放射線治療増強剤、
（２）ＮＫ４が下記（ａ）、（ｂ）および（ｃ）のいずれかのタンパク質であることを特
徴とする前記（１）に記載の放射線治療増強剤；
（ａ）配列番号１または配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質、
（ｂ）配列番号１または配列番号２で表されるアミノ酸配列において、１もしくは複数の
アミノ酸が欠失、付加または置換されたアミノ酸配列からなるタンパク質であって、かつ
ＮＫ４と実質的に同質の活性を有するタンパク質、
（ｃ）配列番号１または配列番号２で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有す
るアミノ酸配列からなるタンパク質であって、かつＮＫ４と実質的に同質の活性を有する
タンパク質、
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（３）ＮＫ４をコードするＤＮＡが下記（ａ）および（ｂ）のいずれかのＤＮＡであるこ
とを特徴とする前記（１）に記載の放射線治療増強剤；
（ａ）配列番号３または配列番号４で表される塩基配列からなるＤＮＡ、
（ｂ）配列番号３または配列番号４で表される塩基配列と相補的な塩基配列からなるＤＮ
Ａとストリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列からなるＤＮＡであって、
かつＮＫ４と実質的に同質の活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ、
（４）ＮＫ４をコードするＤＮＡまたはＮＫ４と実質的に同質の活性を有するＮＫ４のフ
ラグメントをコードするＤＮＡを含むＤＮＡが、ベクターまたはリポソームに含有されて
いることを特徴とする前記（１）または（３）に記載の放射線治療増強剤、
（５）ベクターが、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）、レトロウイルス、
ポックスウイルス、ヘルペスウイルス、単純ヘルペスウイルス、レンチウイルス（ＨＩＶ
）、センダイウイルス、エプスタイン－バーウイルス（ＥＢＶ）、ワクシニアウイルス、
ポリオウイルス、シンビスウイルスおよびＳＶ４０から選択される少なくとも１種である
ことを特徴とする前記（４）に記載の放射線治療増強剤、
（６）ベクターが、さらにリポソームに含有されていることを特徴とする前記（４）また
は（５）に記載の放射線治療増強剤、
（７）腫瘍が、肺癌、卵巣癌、膵臓癌、胃癌、胆嚢癌、腎臓癌、前立腺癌、乳癌、食道癌
、肝臓癌、口腔癌、結腸癌、大腸癌、肉腫、骨肉腫、グリオーマおよびメラノーマから選
択される少なくとも１種であることを特徴とする前記（１）～（６）のいずれか１つに記
載の放射線治療増強剤、
（８）放射線が、Ｘ線、ガンマ線、電子線、陽子線、ヘリウム線、炭素イオン線、ネオン
イオン線、アルゴンイオン線、シリコンイオン線、負パイ中間視線または中性子線である
ことを特徴とする前記（１）～（７）のいずれか１つに記載の放射線治療増強剤、
（９）腫瘍の放射線療法における放射線治療増強剤を製造するための、ＮＫ４若しくはＮ
Ｋ４と実質的に同質の活性を有するＮＫ４のフラグメントを含むタンパク質またはその塩
、あるいはＮＫ４をコードするＤＮＡまたはＮＫ４と実質的に同質の活性を有するＮＫ４
のフラグメントをコードするＤＮＡを含むＤＮＡの使用、および
（１０）哺乳動物に対する腫瘍の放射線療法において、ＮＫ４若しくはＮＫ４と実質的に
同質の活性を有するＮＫ４のフラグメントを含むタンパク質またはその塩、あるいはＮＫ
４をコードするＤＮＡまたはＮＫ４と実質的に同質の活性を有するＮＫ４のフラグメント
をコードするＤＮＡを含むＤＮＡを含有する放射線治療増強剤を投与することを特徴とす
る腫瘍の治療方法、
に関する。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明によれば、腫瘍の放射線療法における放射線の治療効果を顕著に増大させること
ができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　本発明に係るＮＫ４とは、例えば、肝実質細胞増殖因子（ＨＧＦ）のα鎖のＮ末端ヘア
ピンドメインと４つのクリングルドメインを有し、ｃ－Ｍｅｔ／ＨＧＦ受容体に結合し、
ＨＧＦのアンタゴニストとして作用するタンパク質［Ｄａｔｅ．Ｋ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｆ
ＥＢＳ　Ｌｅｔｔ，　４２０，　１－６（１９９７）、Ｄａｔｅ．Ｋ　ｅｔ　ａｌ．，　
Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，　１７，　３０４５－３０５４（１９９８）参照］等をいい、公知の
方法により製造することができる。
【００１５】
　ＨＧＦとは、例えば、マイトゲン活性、モートゲン活性、モルフォゲン活性及び血管新
生作用を有し、癌細胞をとりまく間質細胞との総合作用により、腫瘍の浸潤または転移を
誘発するタンパク質等である［Ｎａｋａｍｕｒａ．Ｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒ
ｅｓ．，５７，３３０５－３３１３（１９９７）、Ｊｉａｎｇ．Ｗ．Ｇ　ｅｔ　ａｌ．，
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Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｏｎｃｏｌ．Ｈｅｍａｔｏｌ．，２９，２０９－２４８（１９９９）
参照］。また、ＨＧＦとは、例えば、ｃ－Ｍｅｔ／ＨＧＦ受容体に結合し、チロシンリン
酸化により腫瘍の浸潤または転移を誘発するタンパク質等である［Ｊｉａｎｇ．Ｗ．Ｇ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｏｎｃｏｌ．Ｈｅｍａｔｏｌ．，２９，２０９－２４
８（１９９９）参照］。
【００１６】
　また、本発明に係るＮＫ４またはＮＫ４と実質的に同質の活性を有するＮＫ４のフラグ
メントを含むタンパク質の塩としては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水
素酸または硫酸等）との塩、あるいは有機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマ
ル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸、クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンス
ルホン酸またはベンゼンスルホン酸等）との塩等が挙げられ、公知の方法により製造する
ことができる。
【００１７】
　本発明に係るＮＫ４としては、例えば、配列番号：１で表されるアミノ酸配列または配
列番号：２で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質等が挙げられる。
　また、本発明に係るＮＫ４としては、例えば、配列番号１または配列番号２で表される
アミノ酸配列において、１もしくは複数のアミノ酸が欠失、付加または置換されたアミノ
酸配列からなるタンパク質であって、かつＮＫ４と実質的に同質の活性を有するタンパク
質等が挙げられる。ここで、「複数のアミノ酸」とは、特に限定されないが、例えば、５
０個のアミノ酸、好ましくは３０個のアミノ酸、さらに好ましくは１０個のアミノ酸、最
も好ましくは５個のアミノ酸をいう。
【００１８】
　かかる配列番号１または配列番号２で表されるアミノ酸配列において、１もしくは複数
のアミノ酸が欠失、付加または置換されたアミノ酸配列からなるタンパク質は、 Molecula
r Cloning、 A laboratory Manual Second Edition、 Cold Spring Harbor Laboratory Pre
ss (1989)、 Current Products in Molecular Biology, John Wiley ＆  Sons (1987-1997)
、 Nucleic Acids Research, 10, 6487 (1982)、 Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 79, 6409
(1982)、 Gene, 34, 315(1985)、 Nucleic Acids Resarch, 13, 4431(1985)、 Proc. Natl. 
Acad. Sci., USA, 82, 488(1985)等に記載されている部位特異的変異導入法等に従って、
ＮＫ４をコードするＤＮＡに部位特異的変異を導入することにより製造することができる
。
【００１９】
　また、本発明に係るＮＫ４としては、例えば、配列番号１または配列番号２で表される
アミノ酸配列と少なくとも約７０％以上の相同性を有するアミノ酸配列、好ましくは約８
０％以上の相同性を有するアミノ酸配列、より好ましくは約９０％以上の相同性を有する
アミノ酸配列、最も好ましくは約９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列からなるタン
パク質であって、かつＮＫ４と実質的に同質の活性を有するタンパク質等が挙げられる。
【００２０】
　本発明における「ＮＫ４と実質的に同質の活性」とは、例えば、生体内における腫瘍の
浸潤抑制作用、成長抑制作用、転移抑制作用およびアポトーシス誘導作用、並びに生体内
における血管新生抑制作用等をいう。
【００２１】
　癌腫瘍の転移の機構としては、まず上皮組織で原発腫瘍が発生し、癌細胞が原発腫瘍か
ら離脱して、上皮組織を区切っている基底膜を破り、周囲の組織へ浸潤し、血管やリンパ
管に侵入し血液やリンパ液の流れによって遠隔の組織に運ばれ、再び血管やリンパ管から
血管新生を伴いながら組織に浸潤または成長するという機構が一例として挙げられる。し
たがって、生体内における腫瘍の転移抑制作用とは、例えば、該機構のいずれかのプロセ
スを阻止または抑制すること等をいう。
【００２２】
　本発明に係るＮＫ４をコードするＤＮＡとしては、特に限定されないが、例えば、配列
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番号：３で表される塩基配列または配列番号：４で表される塩基配列からなるＤＮＡ等が
挙げられる。配列番号：４で表される塩基配列は、配列番号：３で表される塩基配列にお
いて３９１番目から４０５番目の塩基が欠失している配列である。
【００２３】
　本発明に係るＮＫ４としては、配列番号：３又は配列番号：４で表される塩基配列から
なるＤＮＡの他に、例えば、配列番号：３又は配列番号：４で表される塩基配列と相補的
な塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列か
らなるＤＮＡであって、かつＮＫ４と実質的に同質の活性を有するタンパク質をコードす
るＤＮＡ等が挙げられる。
【００２４】
　配列番号：３又は配列番号：４で表される塩基配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡ
とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列からなるＤＮＡは、配列番号
：３又は配列番号：４で表される塩基配列の部分配列からなるＤＮＡをプローブとして、
例えば、ウエスタンブロット・ハイブリダイゼーション法、サウスウエスタン・ハイブリ
ダイゼーション法、ドットブロット・ハイブリダイゼーション法、ノーザンブロット・ハ
イブリダイゼーション法、コロニー・ハイブリダイゼーション法、プラーク・ハイブリダ
イゼーション法またはサザンブロット・ハイブリダイゼーション法等に従うことにより得
られる。より具体的には、これらハイブリダイゼーションは、モレキュラー・クローニン
グ第２版、カレント・プロトコールズ・イン・モレキュラー・バイオロジー、 DNA Clonin
g 1: Core Techniques, A Practical Approach, Second Edition, Oxford University(19
95)等に記載されている自体公知の方法に従って行うことができる。
【００２５】
　配列番号：３又は配列番号：４で表される塩基配列と相補的な塩基配列からなるＤＮＡ
とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列からなるＤＮＡとしては、具
体的には、例えば、配列番号：３又は配列番号：４で表される塩基配列からなるＤＮＡと
少なくとも約７０％以上の相同性を有するＤＮＡ、好ましくは約８０％以上の相同性を有
するＤＮＡ、より好ましくは約９０％以上の相同性を有するＤＮＡ、最も好ましくは約９
５％以上の相同性を有するＤＮＡ等を挙げることができる。
【００２６】
　本発明に係るＮＫ４をコードするＤＮＡまたはそのフラグメントは、公知の方法により
製造することができ、例えば、以下のようにして製造することができる。まず、ＮＫ４を
コードするＤＮＡまたはそのフラグメントの塩基配列に基づいたプライマーを調整し、ヒ
トの組織又は細胞に含まれるＮＫ４またはそのフラグメントのｍＲＮＡから合成したｃＤ
ＮＡあるいはｃＤＮＡライブラリーから選択したＮＫ４またはそのフラグメントのｃＤＮ
Ａを鋳型として、ＰＣＲ法［ PCR Protocols, Academic Press (1990)］を用いて、ＤＮＡ
の増幅を行うことによりＮＫ４をコードするＤＮＡまたはそのフラグメントを製造するこ
とができる。ライブラリーに用いるベクターは、バクテリオファージ、プラスミド、コス
ミドまたはファージミド等のいずれのベクターであってもよい。また、ＮＫ４をコードす
るＤＮＡまたはそのフラグメントの塩基配列情報を基にして、公知の化学合成法により、
ＮＫ４をコードするＤＮＡまたはそのフラグメントを製造することもできる。化学合成法
としては、例えば、フォスフォアミダイト法を利用したＤＮＡ合成機　ｍｏｄｅｌ　３９
２（パーキン・エルマー株式会社製）等のＤＮＡ合成機を用いて化学合成する方法が挙げ
られる。
【００２７】
　本発明に係るＮＫ４をコードするＤＮＡまたはそのフラグメントを含有するベクターは
、公知の方法により、ＮＫ４をコードするＤＮＡまたはそのフラグメントを適当なベクタ
ーに連結することにより構築することができ、例えば、 Molecular Cloning、 Cold Spring
 harbor Laboratory、 A laboratory manual(1989)等に記載された手段に従って構築する
ことができる。
【００２８】
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　本発明に用いることができるベクターとしては、例えば、プラスミドベクターまたはウ
イルスベクター等が挙げられる。プラスミドベクターとしては、例えば、大腸菌由来のプ
ラスミド（例えば、ｐＣＲ４、ｐＣＲ２．１、ｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５、ｐＵＣ１２
若しくはｐＵＣ１３等）、枯草菌由来のプラスミド（例えば、ｐＵＢ１１０、ｐＴＰ５若
しくはｐＣ１９４等）、酵母由来プラスミド（例えば、ｐＳＨ１９若しくはｐＳＨ１５等
）等が挙げられる。また、ウイルスベクターとしては、例えば、アデノウイルス、アデノ
随伴ウイルス（ＡＡＶ）、レトロウイルス、ポックスウイルス、ヘルペスウイルス、単純
ヘルペスウイルス、レンチウイルス（ＨＩＶ）、センダイウイルス、エプスタイン－バー
ウイルス（ＥＢＶ）、ワクシニアウイルス、ポリオウイルス、シンビスウイルスまたはＳ
Ｖ４０等が挙げられ、より好ましくは、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）またはアデノウイ
ルスが挙げられる。
【００２９】
　本発明に係るＮＫ４をコードするＤＮＡまたはそのフラグメントを含有するリポソーム
あるいはＮＫ４をコードするＤＮＡまたはそのフラグメントを含むベクターを含有するリ
ポソームは、公知の方法により製造することができる。該リポソームの製造に使用される
リン脂質としては、例えば、レシチン若しくはリゾレシチン等のホスファチジルコリン、
ホスファチジルセリン若しくはホスファチジルグリセロール等の酸性リン脂質またはホス
ファチジルエタノールアミン若しくはスフィンゴミエリン等のスフィンゴリン脂質等が挙
げられる。本発明に用いることができるリポソームの形態としては、例えば、膜融合リポ
ソーム、ＨＶＪ―膜融合リポソーム［ Kaneda. Y et al., Biol. Chem, 264, 12126-12129
(1989)、 Kato. K et al., Biol. Chem, 266, 3361-3364(1991)、 Tomita. N et al., Bioc
hem. Biophys. Res., 186, 129-134, (1992)、 Tomota. N et al., Cric. Res., 73, 898-
905(1993)］または陽イオン性リポソーム（特表平２０００－５１０１５１、特表平２０
００－５１６６３０）等が挙げられる。
【００３０】
　ＮＫ４をコードするＤＮＡまたはそのフラグメントあるいはそれらを含有するベクター
を含有するリポソームを動物細胞等へ導入する方法としては、例えば、リポソーム法、Ｈ
ＶＪ－リポソーム法、陽イオン性リポソーム法、リポフェクチン法またはリポフェクトア
ミン法等が挙げられる。
【００３１】
　本発明に係るＮＫ４またはそのＤＮＡ等を含有するベクターあるいはそれらを含有する
リポソームは安全で低毒性であるので、例えば、哺乳動物（例えば、ヒト、ラット、マウ
ス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌまたはサル等）に対して投与することがで
きる。
【００３２】
　本発明に係る放射線治療増強剤は、種々の製剤形態（例えば、液剤、固形剤またはカプ
セル剤等）とすることができ、その製剤形態としては、例えば、注射剤または経口剤（錠
剤、顆粒剤、細粒剤、散剤、軟若しくは硬カプセル剤、液剤、乳剤、懸濁剤またはシロッ
プ剤等）等を挙げることができる。本発明に係る放射線治療増強剤は、自体公知の方法に
従ってこれら種々の製剤形態として製造することができる。
【００３３】
　例えば、本発明に係る放射線治療増強剤を注射剤として製造する場合には、例えば、Ｎ
Ｋ４またはそのＤＮＡ等を含有するベクターあるいはそれらを含有するリポソームを適切
な溶媒（例えば、滅菌水、エチルアルコール、マクロゴール、プロピレングリコール、エ
トキシ化イソステアリルアルコール、ポリオキシ化イソステアリルアルコール、ポリオキ
シエチレンソルビタン脂肪酸エステル類、緩衝液または生理食塩水等）に溶解した後、フ
ィルター等で濾過して滅菌し、次いで無菌的な容器に充填することにより製造することが
できる。
【００３４】
　さらに、本発明に係る放射線治療増強剤を製造する場合には、製剤の種類に応じて、所
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望により種々の添加物を放射線治療増強剤に添加することができる。種々の添加物として
は、例えば、安定化剤、賦形剤、滑沢剤、崩壊剤、結合剤、溶解補助剤、界面活性剤、崩
壊抑制剤、酸化防止剤、無痛化剤または等張化剤等が挙げられる。
【００３５】
　より具体的に、安定化剤としては、例えば、アルブミン、グロブリン、ゼラチン、マン
ニトール、グルコース、デキストランまたはエチレングリコール等が挙げられる。賦形剤
としては、例えば、乳糖、デキストリン、コーンスターチ、結晶セルロース、白糖、塩化
ナトリウム、ブドウ糖、尿素、デンプン、炭酸カルシウム、カオリン、ケイ酸またはリン
酸カリウム等が挙げられる。
【００３６】
　滑沢剤としては、例えば、ステアリン酸塩（ステアリン酸マグネシウム）、ショ糖脂肪
酸エステル、グリセリン脂肪酸エステル、精製タルク、ホウ酸末またはポリエチレングリ
コール等が挙げられる。崩壊剤としては、例えば、カルボキシメチルセルロースカルシウ
ム、無水リン酸水素カルシウム、カルボキシメチルセルロースナトリウム、低置換度ヒド
ロキシプロピルセルロース、乾燥デンプン、アルギン酸ナトリウム、カンテン末、ラミナ
ラン末、炭酸水素ナトリウムまたは炭酸カルシウム等が挙げられる。
【００３７】
　結合剤としては、例えば、ヒドロキシプロピルセルロース、アラビアゴム液、水、エタ
ノール、プロパノール、単シロップ、ブドウ糖液、デンプン液、ゼラチン溶液、カルボキ
シメチルセルロース、メチルセルロースまたはポリビニルピロリドン等が挙げられる。溶
解補助剤としては、例えば、アラビアゴムまたはポリソルベート８０等が挙げられる。界
面活性剤としては、例えば、ポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル類、ラウリル
硫酸ナトリウムまたはステアリン酸モノグリセリド等が挙げられる。崩壊抑制剤としては
、例えば、白糖、ステアリン、カカオバターまたは水素添加油等が挙げられる。
【００３８】
　なお、本発明に係る放射線治療増強剤を液状製剤として保存する場合は、凍結保存又は
凍結乾燥等により水分を除去して保存するのが望ましい。本発明に係る放射線治療増強剤
を凍結乾燥剤とした場合は、用事に注射用蒸留水等を加え、再溶解して使用することがで
きる。
【００３９】
　種々の製剤中におけるＮＫ４またはそのＤＮＡ等を含有するベクターあるいはそれらを
含有するリポソームの含有割合は、特に制限はないが、例えば、約０．０１～５．０Ｗ／
Ｖ％、より好ましくは約０．１～１．０Ｗ／Ｖ％、最も好ましくは０．５Ｗ／Ｖ％である
。
【００４０】
　本発明に係る放射線治療増強剤を患者等に投与する場合におけるＮＫ４若しくはＮＫ４
と実質的に同質の活性を有するＮＫ４のフラグメントを含むタンパク質若しくはその塩、
またはそれらを含有するベクター、あるいはそれらを含有するリポソームの投与量は、投
与部位、投与回数、所望治療期間または患者の年齢若しくは体重等により適宜調整するこ
とができるが、通常、患者（体重約６０ｋｇ）に対して、約１～３００ｍｇ、より好まし
くは約１～１００ｍｇ、最も好ましくは約５０ｍｇである。
【００４１】
　本発明に係る放射線治療増強剤を患者等に投与する場合におけるＮＫ４をコードするＤ
ＮＡもしくはＮＫ４と実質的に同質の活性を有するＮＫ４のフラグメントをコードするＤ
ＮＡを含むＤＮＡまたはそれらを含有するベクター、あるいはそれらを含有するリポソー
ムの投与量は、投与部位、投与回数、所望治療期間または患者の年齢若しくは体重等によ
り適宜調整することができるが、通常、患者（体重約６０ｋｇ）に対して、約１×１０ ６
～１×１０ １ ２ ｐｆｕ、より好ましくは約１．５×１０ ７ ～１×１０ １ ０ ｐｆｕ、最も好
ましくは約１×１０ ９ ｐｆｕである。
【００４２】
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　本発明に係る放射線治療増強剤を注射剤として患者等に投与する場合は、適宜に投与経
路を選択して投与することができる。例えば、腫瘍が存在する組織に直接投与若しくは局
所投与することもできるし、また静脈、動脈、皮下、筋肉内または腹腔内等に投与するこ
ともできる。また、核磁気共鳴撮像又はコンピューター断層撮影等の当該技術分野で利用
できる任意の機器を使用して腫瘍を撮影して、例えば、定位注射により直接投与すること
もできる。
【００４３】
　腫瘍の放射線療法において、本発明に係る放射線治療増強剤と併用することにより、哺
乳動物（患者等）への放射線の治療効果を増大させることができる放射線としては、例え
ば、Ｘ線、ガンマ線、電子線、陽子線、ヘリウム線、炭素イオン線、ネオンイオン線、ア
ルゴンイオン線、シリコンイオン線、負パイ中間子線、中性子線、ＵＶまたはマイクロ波
等が挙げられる。
【００４４】
　腫瘍の放射線療法において、本発明に係る放射線治療増強剤を患者等に投与する回数は
、特に制限されず、例えば、１回～１０回であり、好ましくは２回である。また、腫瘍の
放射線療法において、本発明に係る放射線治療増強剤を患者等に投与する時期は、患者に
放射線を照射する前若しくは後、または照射するのと同時のいずれの時期であってもよく
、最も好ましくは、放射線を照射する前と後である。
【００４５】
　腫瘍の放射線療法における放射線の照射方法は、公知の方法を用いることができ、例え
ば、まず、ＣＴ（コンピューター断層撮影）やＭＲＩ（磁気共鳴映像診断装置）などの画
像診断技術により、患者における腫瘍の位置、大きさおよびその周辺の状況等を把握し、
そして重粒子加速器ハイマック（ＨＩＭＡＣ）等を用いて、腫瘍に対し直接的に、分割照
射（例えば、１日に数分間、１～２ヶ月間にわたって複数回）を行う方法等である。この
とき、照射温度は特に制限されないが、最も好ましくは室温である。
【００４６】
　放射線の初期エネルギーは、患者等の腫瘍の大きさ、状態若しくは部位またはその周辺
の状況等に応じて適宜選択することができるが、通常、約１００～５００ＭｅＶ／ｎであ
り、好ましくは約２００～３００ＭｅＶ／ｎであり、最も好ましくは約２９０ＭｅＶ／ｎ
である。また、患者等への放射線の照射量は、患者等の腫瘍の大きさ、状態若しくは部位
またはその周辺の状況等に応じて適宜選択することができるが、通常、約０．１～１００
Ｇｙであり、好ましくは約１～１０Ｇｙであり、最も好ましくは約５Ｇｙであり、また、
患者等への放射線の照射割合は、通常、約０．０５～５０Ｇｙ／分であり、好ましくは約
０．５～１０Ｇｙ／分であり、最も好ましくは約３Ｇｙ／分である。さらに、放射線が組
織に対して与えるエネルギー（ｌｉｎｅａｒ　ｅｎｅｒｇｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒ：ＬＥＴ
）は、患者の腫瘍の大きさ、状態または部位等に応じて適宜選択することができるが、通
常、約５０～７０ｋｅＶ／μｍであり、好ましくは約５０～６０ｋｅＶ／μｍであり、最
も好ましくは約５０ｋｅＶ／μｍである。
【００４７】
　本発明に係る放射線治療増強剤を放射線と併用することができる腫瘍としては、例えば
、肺癌、卵巣癌、膵臓癌、胃癌、胆嚢癌、腎臓癌、前立腺癌、乳癌、食道癌、肝臓癌、口
腔癌、結腸癌、大腸癌、子宮癌、胆管癌、膵島細胞癌、副腎皮質癌、膀胱癌、精巣癌、睾
丸腫瘍、甲状腺癌、皮膚癌、悪性カルチノイド腫瘍、悪性黒色腫、骨肉腫、軟部組織肉腫
、神経芽細胞腫、ウィルムス腫瘍、網膜芽細胞腫、メラノーマまたはグリオーマ等が挙げ
られるが、なかでも卵巣癌、膵臓癌、胃癌、胆嚢癌、腎臓癌、前立腺癌、乳癌、食道癌、
肝臓癌、口腔癌、結腸癌、大腸癌、肉腫、メラノーマまたはグリオーマが好ましく、特に
、卵巣癌、膵臓癌、胃癌または胆嚢癌が好ましい。
【００４８】
　また、本発明に係る放射線治療増強剤は、他の抗腫瘍剤等と組み合わせて腫瘍の治療に
用いることができる。他の抗腫瘍剤としては、例えば、アルキル化剤、各種代謝拮抗剤、
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抗腫瘍抗生物質、その他の抗腫瘍剤、抗腫瘍性植物成分、ＢＲＭ（生物学的応答性制御物
質）、細胞接着阻害剤、マトリックス・メタロプロテアーゼ阻害剤、ホルモン、ビタミン
、抗菌性抗生物質または化学療法剤等が挙げられる。
【００４９】
　より具体的に、アルキル化剤としては、例えば、ナイトロジェンマスタード、ナイトロ
ジェンマスタードＮ－オキシド若しくはクロラムブチル等のアルキル化剤、カルボコン若
しくはチオテパ等のアジリジン系アルキル化剤、ディブロモマンニトール若しくはディブ
ロモダルシトール等のエポキシド系アルキル化剤、カルムスチン、ロムスチン、セムスチ
ン、ニムスチンハイドロクロライド、ストレプトゾシン、クロロゾトシン若しくはラニム
スチン等のニトロソウレア系アルキル化剤、ブスルファン、トシル酸インプロスルファン
またはダカルバジン等が挙げられる。
【００５０】
　各種代謝拮抗剤としては、例えば、６－メルカプトプリン、６－チオグアニン若しくは
チオイノシン等のプリン代謝拮抗剤、フルオロウラシル、テガフール、テガフール・ウラ
シル、カルモフール、ドキシフルリジン、ブロクスウリジン、シタラビン若しくはエノシ
タビン等のピリミジン代謝拮抗剤、メトトレキサート若しくはトリメトレキサート等の葉
酸代謝拮抗剤等が挙げられる。
【００５１】
　抗腫瘍性抗生物質としては、例えば、マイトマイシンＣ、ブレオマイシン、ペプロマイ
シン、ダウノルビシン、アクラルビシン、ドキソルビシン、ピラルビシン、ＴＨＰ－アド
リアマイシン、４’－エピドキソルビシン若しくはエピルビシン等のアントラサイクリン
系抗生物質抗腫瘍剤、クロモマイシンＡ 3またはアクチノマイシンＤ等が挙げられる。
【００５２】
　その他の抗腫瘍剤としては、例えば、シスプラチン、カルボプラチン、タモキシフェン
、カンプトテシン、イホスファミド、シクロホスファミド、メルファラン、Ｌ－アスパラ
ギナーゼ、アセクラトン、シゾフィラン、ピシバニール、プロカルバジン、ピポブロマン
、ネオカルチノスタチン、ヒドロキシウレア、ウベニメクスまたはクレスチン等が挙げら
れる。
【００５３】
　抗腫瘍性植物成分としては、例えば、ビンデシン、ビンクリスチン若しくはビンブラス
チン等のビンカアルカロイド類またはエトポシド若しくはテニポシド等のエピポドフィロ
トキシン類が挙げられる。
【００５４】
　ＢＲＭとしては、例えば、腫瘍壊死因子またはインドメタシン等が挙げられる。
　細胞接着阻害剤としては、例えば、ＲＧＤ配列を有する物質等が挙げられる。
　マトリックス・メタロプロテアーゼ阻害剤としては、例えば、マリマスタットまたはバ
チマスタット等が挙げられる。
【００５５】
　ホルモンとしては、例えば、ヒドロコルチゾン、デキサメタゾン、メチルプレドニゾロ
ン、プレドニゾロン、プラステロン、ベタメタゾン、トリアムシノロン、オキシメトロン
、ナンドロロン、メテノロン、ホスフェストロール、エチニルエストラジオール、クロル
マジノンまたはメドロキシプロゲステロン等が挙げられる。
　ビタミンとしては、例えば、ビタミンＣまたはビタミンＡ等が挙げられる。
　また、本発明に係る放射線治療増強剤は、外科的療法と組み合わせて用いることもでき
る。
【実施例】
【００５６】
　以下、実施例によって本発明を詳述するが、本発明はこれらに限定されるものではない
。
［実施例１］放射線照射と放射線治療増強剤投与の併用実験
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　被験体として、５０Ｂａｌｂ／ｃ　ｎｕ／ｎｕ　無胸腺雄性マウス（６～８週令、ＣＬ
ＥＡ、Ｊａｐａｎ）を使用した。無胸腺雄性マウスを無作為に８匹選び、処置を行わない
群（以下、コントロール群という）および処置を行う群（以下、処置群という）に４匹ず
つになるように分けた。処置群のマウスの右の大腿へ腫瘍（約３×１０ ６ 細胞）を接種し
、その２週間後の各マウスの腫瘍の体積は約４００～８００ｍｍ ３ に達した。ＮＫ４の抗
腫瘍効果は、１日目にコントロール群および処置群のマウスの腫瘍内にＮＫ４を注射した
後の腫瘍増殖の差異によって評価した。
【００５７】
　まず、１日目、処置群のマウスの腫瘍内に、２７規格の皮下注射針（テルモ製）を用い
て、ＮＫ４（１×１０ ９ ｐｆｕ）を注射した。２日目、ＮＫ４を注射後２４時間経た後に
、炭素イオンを選択した重粒子加速器ハイマック（ＨＩＭＡＣ）（三菱重工、東芝電器、
住友重工および日立製作所による共同制作）を用いて、処置群のマウスの腫瘍に放射線（
５Ｇｙ）を照射した。処置群のマウスの腫瘍に放射線を照射している間は、ペントバルビ
タールカルシウム（ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔｕｒａｔｅ）を腹膜内注射することによって
処置群のマウスに麻酔をかけた。３日目、放射線の照射後２４時間経た後に、処置群のマ
ウスの腫瘍内に、再びＮＫ４（１×１０ ９ ｐｆｕ）を注射した。
【００５８】
　次に、コントロール群および処置群のマウスの腫瘍の体積（ｍｍ ３ ）を、２１日間にわ
たって７回、測径両脚器（ミツトヨ製）を用いて測定した。腫瘍の体積は、（長さ×幅 ２
）／２に従って計算し、そしてコントロール群および処置群のマウスの腫瘍の平均（±標
準偏差）ｍｍ ３ として表１に示した。
【００５９】
　なお、放射線の照射条件は、以下のとおりとした。
　重炭素イオン線の初期エネルギーは、２９０ＭｅＶ／ｎとした。腫瘍に与える放射線の
エネルギーを変化させるために、様々な厚みを有するアクリル樹脂（水等価厚係数＝１．
１６ｍｍ）［バイナリーフィルター（ＢＦ）］を備えたＬｕｓｉｔｅ吸収器を使用するこ
とによって、重炭素イオン線を高ＬＥＴ（ｌｉｎｅａｒ　ｅｎｅｒｇｙ　ｔｒａｎｓｆｅ
ｒ）放射線として使用した。ＬＥＴ値は、５０ｋｅＶ／μｍとなるように設定した。放射
線の照射量の割合は約３Ｇｙ／分とし、照射は室温で行った。
【００６０】
［比較例１］ＨＩＭＡＣによる単独照射実験
　被験体として、５０Ｂａｌｂ／ｃ　ｎｕ／ｎｕ　無胸腺雄性マウス（６～８週令、ＣＬ
ＥＡ、Ｊａｐａｎ）を使用し、無胸腺雄性マウスを無作為に４匹選んだ。そしてマウスの
右の大腿へ腫瘍（約３×１０ ６ 細胞）を接種し、その２週間後の各マウスの腫瘍の体積は
約４００～８００ｍｍ ３ に達した。
【００６１】
　その後、炭素イオンを選択したＨＩＭＡＣを用いて、マウスの腫瘍に放射線（５Ｇｙ）
を照射した。マウスの腫瘍に放射線を照射している間は、ペントバルビタールカルシウム
（ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔｕｒａｔｅ）を腹膜内注射することによって処置群のマウスに
麻酔をかけた。なお、放射線の照射条件は、実施例１と同じとした。
【００６２】
　次に、マウスの腫瘍の体積（ｍｍ ３ ）を、２１日間にわたって７回、測径両脚器を用い
て測定した。腫瘍の体積は、（長さ×幅 ２ ）／２に従って計算し、そしてマウスの腫瘍の
平均（±標準偏差）ｍｍ ３ として表１に示した。
【００６３】
［比較例２］ＮＫ４の単独投与実験
　被験体として、５０Ｂａｌｂ／ｃ　ｎｕ／ｎｕ　無胸腺雄性マウス（６～８週令、ＣＬ
ＥＡ、Ｊａｐａｎ）を使用し、無胸腺雄性マウスを無作為に４匹選んだ。そしてマウスの
右の大腿へ腫瘍（約３×１０ ６ 細胞）を接種し、その２週間後の各マウスの腫瘍の体積は
約４００～８００ｍｍ ３ に達した。その後、マウスの腫瘍内に、２７規格の皮下注射針を
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用いて、ＮＫ４（１×１０ ９ ｐｆｕ）を注射した。
【００６４】
　次に、マウスの腫瘍の体積（ｍｍ ３ ）を、２１日間にわたって７回、測径両脚器を用い
て測定した。腫瘍の体積は、（長さ×幅 ２ ）／２に従って計算し、そしてマウスの腫瘍の
平均（±標準偏差）ｍｍ ３ として表１に示した。
【００６５】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
【００６６】
　結果として、腫瘍に対して、ＮＫ４投与とＨＩＭＡＣによる放射線照射を併用した場合
には、ＮＫ４投与単独およびＨＩＭＡＣによる放射線照射単独で用いた場合よりも、明ら
かに腫瘍の体積の増加率が減少していることがわかった。
【産業上の利用可能性】
【００６７】
　本発明によれば、腫瘍の放射線療法における放射線の治療効果を顕著に増大させること
ができる。
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